




















































































































































































All  living  cells  have  the  need  to  uphold  their metabolism  by  keeping  their  proteome  in  a 




partially‐  or  unfolded  state  that  allows  transportation  to  the  target  region  in  the  cell  and 
proper folding (Powers et al. 2009, Hartl et al. 2011).  
Fig.  1: Overview of  the  translocation/insertion pathways  in prokaryotes. Two major  routes  exist,  the post‐
translational  and  the  co‐translational  way.  (a)  Secretory  proteins  are  either  kept  in  an  unfolded  state  via
SecA/SecB  and  are  translocated  via  the  Sec  or  Sec/YidC  pathway under  ATP  hydrolysis  or  fold  to  their  final
conformation  and  translocated  with  the  twin  arginine  translocase  TatABC.  (b)  Co‐translational 
translocation/insertion is facilitated via the SRP‐mediated pathway. SRP binds to the nascent chain and directs
























The  structure  of  the  SecA/SecY  complex  has  been  solved  with  proteins  from  different 
organisms.  SecA  from Bacillus  subtilis was  crystallized with either  SecYE  from Thermotoga 
maritima or with SecYEG from Aquifex aeolicus. Another crystallization,  that gave the best 
resolution, was performed with SecA and SecYEG from T. maritima (see Fig. 2) where SecYEG 















goes both ways and  that alterations  in  the  lateral gate modify  the affinity of SecA  to ATP.  
Additionally the two‐helix finger domain is believed to function as a sensor for polypeptide 







In the cytosol, SecA occurs mainly  in  its dimeric  form, however,  the dimers exchange their 
monomers constantly between each other and a small pool of monomeric SecA also exists. By 
contacting acidic phospholipids in the membrane or the SecYEG complex or binding a signal 





functionality  is  activated,  which  allows  the  RNC  to  be  translocated  through  the  inner 
membrane  cotranslationally  while  the  ribosome  is  not  directly  associated  with  the  Sec 
complex.  This  new  postulated  variant  is  called  the  “uncoupled  co‐translational  secretion” 
(Huber et al. 2017).  
The lateral gate of SecYEG is crucial for protein translocation. Closing the gate by the formation 
of  a  disulfide  crosslink  between  TM2b  and  TM7  of  SecY  led  to  a  total  stop  of  proOmpA 




















Fig. 2:  Structure of  the SecYEG complex of Thermotoga maritima with bound SecA.  (A) Side view on  the 
SecYEG complex with bound SecA. The Two Finger Helix  (yellow) of SecA (brown)  is  reaching  into the SecY





























































thylakoid  membranes  encoded  by  the  Hcf106  gene  (Settles  and  Martienssen  1998).  The 
substrates of  the TAT  system are  recognized via a  signal peptide at  the N‐terminus of  the 
protein. This peptide has some similarities to the signal sequence of the Sec pathway, it can 







and  folding  of membrane proteins. Oxa1  resides  in  the  inner membrane of mitochondria, 
Albino3 (Alb3) is located in the thylakoid membranes in chloroplasts and YidC is found in the 
inner membrane of bacteria (Wang and Dalbey 2011, Hennon et al. 2015). All members of this 



























MscL  spans  the  inner 
membrane twice (see Fig. 4) and 
has an N‐in/C‐in topology with a 
loop  in  the  periplasm  that 
connects  both  TMs  and  an 
additional helix in the cytoplasm 
towards  the  C‐terminus 
(Steinbacher  et  al.  2007).  For 
MscL,  YidC  also  functions  as  a 















Fig.  4:  Diagram  and  structure  of  MscL  from  Mycobacterium 
tuberculosis. MscL spans the membrane twice with two TMs that are 
connected via a loop in the periplasm. An additional helix  is found 











Both  termini  are  oriented  to  the  periplasm 
and  the short  loop  that connects  the TMs  is 
located in the cytoplasm (Hensel et al. 1990, 
Girvin  et  al.  1998).  The  peptide  is  inserted 
independently from the Sec machinery. It also 
does not need the proton motive force (PMF) 
for  insertion, which has been  shown with  in 
vitro and in vivo experiments (van der Laan et 
al.  2004,  Yi  et  al.  2004).  It  does  however 
require  the  bacterial  SRP  and  YidC  for 
insertion. Depleting one of the components abolishes insertion into the inner membrane (van 






















ATPase  from  E.  coli.  The  subunit  c  spans  the 











in  the N‐  and  C‐terminal  regions.  Removing  the 
negatively  charged  residues    at  the  N‐terminus 
does  not  inhibit  the  insertion  into  the  inner 
membrane via  the E. coli YidC. However, adding 
positive charges led to a stop of insertion (Kiefer 
et  al.  1997).  A  completely  charge‐free  Pf3  coat 
mutant shows no  insertion but a single negative 
charged  amino‐acid  on  either  terminus  suffices 
and  orients  the  negatively  charged  end  to  the 
periplasm  of  the  cell  (Kiefer  and  Kuhn  1999). 
Klenner and Kuhn  (2012)  showed  that Pf3 coat  contacts YidC  in TM1, TM3, TM4 and TM5 
during insertion. In addition, binding studies with arginine mutants that add a positive charge 
to the N‐terminus  revealed, that the substrate was capable to bind to the parts of YidC near 





M13 procoat  is  the precursor of  the major  capsid protein  of  the M13 phage.  It  spans  the 
membrane twice and has both termini in the cytoplasm (Kuhn et al. 1986). A detailed view on 










Fig.  6:  Diagram  and  structure  of  the  hull
protein of the filamentous bacteriophage Pf3.
The  protein  spans  the  membrane  once  with
one TM Blue: TM. Structure figure created with








YidC cooperates with  the Sec  translocon  to  insert  large membrane proteins  into  the  inner 







insertion  to  commence and  to  interact with  the TMs  that  go  through  SecY  for membrane 






















procoat.  Increasing  the  charge of  the  loop  from  ‐3  (wild  type)  to up  to +3 by  substituting 
arginines  lead to a gradual decrease of YidC and an  increase  in Sec dependency. However, 














One  solved  structure was  the  second YidC  (YidC2) of B. halodurans,  showing  that  the  five 
predicted  TMs  of  the  insertase  form  a  hydrophilic  groove  (see  Fig.  7)  that  is  open  to  the 
membrane  via  a  hydrophobic  slide  formed  by  TM2  and  TM4  of  the  protein.  Molecular 













of  expression  of  YidC2  is  regulated  over  the  activity  of  SpoIIIJ  as  a way  to  upregulate  the 

































bound  to  YidC,  indicating  structural  changes  for  these  positions.  For  the  cotranslational 























of  the  same  perspective  with  the  hydrophobic  (orange)  and  hydrophilic
(blue)  amino  acids  colorized.  The  hydrophilic  groove  inside  of  the  YidC

























towards  the  hydrophilic  groove.  (c) The  charged  terminus  enters  the  hydrophilic  groove.  (d)  Release  of  the 
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Fig.  9:  Topology  and  structures  of  the  YidC  homologues  in  archaea  and  bacteria.  (A)  Topology  of  the  YidC 
homologues Mj0480 (M. jannaschii), YidC2 (B. halodurans) and YidC (E. coli). The archaeal Mj0480 has three TMs
while  the bacterial  homologues have  five  to  six  TMs. All  homologues  share  the C1  loop  that  is  located  in  the
cytoplasm near  the membrane  surface.  The  first  TM of  the E.  coli YidC  is  connected  via  a  big  P1  loop  in  the
periplasm. (B) Structures of the homologues. The TMs form a hydrophilic groove that is open to the membrane
core. Orange and red: TMs that form the entrance to the hydrophilic region inside the protein. The C1 loop from 














1994,  Herrmann  et  al.  1997).  The  N‐
terminus  contains  a  cleavable 
mitochondrial matrix‐targeting signal with 
the cleavage site between residues 42 and 
43  that  is  cleaved  in  the  matrix  by  the 
mitochondrial processing peptidase (MPP) 
prior to insertion into the inner membrane 
(Herrmann  et  al.  1997).  The  mature 
protein, with a  length of 360 residues (36 
kDa)  is  then  inserted  into  the  inner 
mitochondrial  membrane  via  already 
present mature  Oxa1p  (mOxa1p)  (Hell  et 
al. 1998).  
The  inserted protein  spans  the membrane  five  times with a Nout‐Cin  topology  (see Fig.  10) 
sharing the homologous five core TMs of this insertase family. Following the “positive inside 
rule” the loops in the matrix and the C‐terminus are positively charged while the loops in the 




into  the  IMS  (Hell  et  al.  1997).  Truncating  the  long  C‐terminus  of  mOxa1p  leads  to  an 
accumulation  of  pCoxII  in  the matrix  indicating  its  important  role  for  protein  insertion  of 
mitochondrial encoded membrane proteins. Additionally Cox3 and cytochrome b, two other 
substrates of mOxa1p, also are not inserted with the truncated variant, indicating a general 
role  of  the  C‐terminus  for  substrate  integration. However,  posttranslational  integration  of 
nuclear  encoded proteins,  like mOxa1p  itself  or  Cox18,  is  not  impaired  by  the  truncation. 
Fig. 10: Topology of mOxa1p of S. cerevisiae. The core 




























Alb3  was  discovered  in  Arabidopsis 
thaliana with the maize transposon Ac/Ds 
as  a  tool  for  insertional  mutagenesis. 
During  the  experiments,  several  plants 
showed an albino phenotype and one was 




nuclear‐encoded  and  further  research 
revealed, that the Alb3 locus encodes for a 
protein  that  has  similarities  to  Oxa1p  in 
yeast and YidC/SpoIIIJ in E. coli and B. subtilis respectively. It was also shown, that, despite the 
similarities,  it  does  not  share  the  same  functionality  in  the  cell  as mOxa1p  since  it  is  not 





Alb3  can  work  together  with  the  chloroplast  SRP  (cpSRP)  to  integrate  proteins  into  the 
thylakoid  membrane.  This  was  shown  for  the  post‐translational  integration  of  the  light 





N‐  and  C‐termini  are  relatively  long  and  contain  the
majority of the charged amino acids. L1 and L2: Loops in 





















































The  M13  bacteriophage  is  a  member  of  the  genus  Inovirus.  Members  of  this  genus  are 











The  genome  consists  of  circular 
positive  single  stranded  DNA 
(ssDNA  (+))  (Hofschneider  1963, 
Rasched  and  Oberer  1986, 
Rakonjac  2012)  with  a  length  of 
6407  bases  that  have  been 
completely sequenced. Compared 
to the closely  related  filamentous 
bacteriophage  fd  the  genome 
shows  only  a  difference  of  3%  in 
the  DNA  sequence  and  1  base  in 
size,  the  M13  genome  being  the 
shorter  one.  Only  12  of  these 




Fig.  12:  Map  of  the  genome  of  the  M13  bacteriophage.  The 
genome is organized in 2 operons. Genes II, X, V, VII, IX and VIII are
transcribed on one (red colors) while the genes III, VI, I, XI and IV








































II  (pII)  is  a  endonuclease  that plays  a  role  in  the  “rolling  circle” DNA  replication  (Rakonjac 
2012). pX is important for accumulating ssDNA (+) for the phage assembly and functions as an 
inhibitor  for pII  (Fulford  and Model  1988).  Protein V  (pV) binds  to  viral  ssDNA  (+)  in  large 
numbers,  forming  a  pV‐ssDNA  (+)  complex  that  initiates  the  phage  assembly.  The 
concentration of pV  in  the bacterial cells also  functions as an  indicator  for  the start of  the 
assembly (Rakonjac 2012).  
Protein I (pI), IV (pIV) and XI (pXI) play an important role in the phage assembly and secretion. 














Russel  et  al.  1997).  This 
property is also shared with 
the  closely  related 
bacteriophages  fd  and  f1 
(Russel et al. 1997, Marvin et 
al.  2014).  Binding  of  the 
phage  particle  to  the  tip  of 
the  F‐pilus  of  the  host  cell 
occurs via pIII that is located 





Two N‐terminal  domains  of  pIII,  D1  and D2,  play  an  important  role  in  phage  binding  and 
































coli  cell,  the E.  coli  RNA polymerase binds  to  a  hairpin  in  the DNA and  synthesizes  a  RNA 
primer. This primer allows the DNA polymerase III to bind and synthesize the second strand of 
the DNA forming the replicative form of the DNA (RF). pII binds to the double stranded viral 





























genome  and  phages  with  the  desired  plasmid  encapsulated  inside  of  them.  Another 











(see  Fig.  16).  Removing  these  charges  leads  to  a  loss  of  insertion  of  the  protein  in  vitro 
(Gallusser  and Kuhn 1990).  The negative  charge of  the  loop  is  not mandatory  to  facilitate 







the  YidC  insertase  pathway  (Samuelson  et  al.  2000).  M13  procoat  does  not  require  the 
bacterial  SRP  for  insertion  and  only  interacts  with  the  membrane  after  release  from  the 
ribosome  (de Gier et al. 1998). The  leader peptide  is  cut off by  the  leader peptidase after 
insertion into the inner membrane.  







handed  tilt  that  occurs  has  an  angle  of  36.1‐36.6°.  The  structure  is  stabilized  by  strong 
































































Fig. 18: Hydrophobicity and hydrophilicity  in the M13 capsid.  (A) Top view in the capsid. The  inner 
layer of the capsid is coated with hydrophilic residues creating a suitable environment for the viral DNA.


















by  artificially  binding  the  interacting  partners  to  each  other.  Various  methods  exist  that 
promote  the  formation  of  protein‐protein  complexes,  even  at  specific  positions  in  both 





















macromolecules.  Falke  and  Koshland  (1987)  used  disulfide  crosslinking  to  investigate  the 
















Fig.  19:  Disulfide  formation  with  copper  phenanthroline  as 
example.  Copper  phenanthroline  functions  as  a  catalyst  that 
promotes the formation of the disulfide bond. Oxygen is required to 










disuccinimidyl  suberate  (DSS)  (Haniu  et  al.  1993,  Zybailov  et  al.  2013).  Another  reagent, 
glutaraldehyde, was used by Szegedi and Garrow (2004) to analyze the oligomeric state of a 










crosslinking agent  is not built  in one of  the crosslinking partners but added to the purified 
interacting  proteins  (Parang  et  al.  2002).  Cysteines  can  also  be  used  to  bind  a  photo 


















The  first  part  is  the  interaction  of  M13  procoat  with  YidC,  mapped  via  in  vivo  disulfide 
crosslinking. Data of already available contact sites of other substrates like Pf3 coat (Klenner 
and Kuhn 2012) and few in MscL (Neugebauer et al. 2012) influenced the choice of mutants 
that  were  picked  for  these  experiments.  However,  M13  procoat  has  distinctive  features 
compared to the other tested substrates, which might also change the way YidC interacts with 















an  active  monomer.  A  tandem/double  YidC  (dYidC),  consisting  of  two  YidC  monomers 


























tryptone       12g/l 




















tryptone       20 g/l  
yeast extract       5 g/l  











KH2PO4        220mM 









M9 salt mix        1x 
Amino acid mix      20µg/ml 
MgSO4 (Merck)       1mM 
CaCl2 (Fluka)        0.1mM 









antibiotic        stock solution   working concentration 
   
  ampicillin (Sigma‐Aldrich)    200mg/ml    200µg/ml 
  chloramphenicol (Sigma‐Aldrich)  25mg/ml    25µl/ml 
 
2.2.2 Sugars 
  arabinose        20%        0,2% 














∆(lac)  X74  rpsL  (Strr) 







XL1‐Blue  Stratagene  recA1  endA1  gyrA96 
thi‐1  hsdR17  supE44 
relA1  lac  [F ́    proAB 
lacIqZ∆M15  Tn10 
(Tetr)] 
This  strain  is endo‐nuclease  (endA) and 
recombination  (recA)  deficient,  which 








Nr.  Vector   Gene  Modificaton  Cloning 










Expression  under  control  of 
the tac promoter 







in  the  protomers  for 
some  of  the 
experiments 
Modified  pGZ119EH  E.  coli 
YidC                                       
EcoRI  and  MunI  shine 
dalgarno  sequence and  first 
protomer                                    
MunI  and HindIII  linker  and 
second protomer 
Expression  under  control  of 
the tac promoter 









Expression  under  control  of 
the YidC promoter 











Expression  under  control  of 
the tac promoter 
5  pT7‐7 Pf3  dYidC protomer 1 or 2  Prescission  protease 
linker at the start and a 
His10‐tag  at  the  end  of 
protomer 2; 
pT7‐7 plasmid with the gene 
encoding  for  Pf3  coat 
(provided  by  Dr.  Kiefer). 
Plasmid was picked because 
a  MunI  site  was  already 
present. 
EcoRI  and  MunI  shine 
dalgarno  sequence and  first 
protomer                                    
































Nr.  Vector   Name  Gene  Cysteine position 
1  pGZ119 EH  pGZ YidC M18C  E. coli YidC  18 
2  pGZ119 EH  pGZ YidC R366C  E. coli YidC  366 
3  pGZ119 EH  pGZ YidC M369C  E. coli YidC  369 
4  pGZ119 EH  pGZ YidC T373C  E. coli YidC  373 
5  pGZ119 EH  pGZ YidC Y377C  E. coli YidC  377 
6  pGZ119 EH  pGZ YidC Q387C  E. coli YidC  387 
7  pGZ119 EH  pGZ YidC R394C  E. coli YidC  394 
8  pGZ119 EH  pGZ YidC E395C  E. coli YidC  395 
9  pGZ119 EH  pGZ YidC G398C  E. coli YidC  398 
10  pGZ119 EH  pGZ YidC K401C  E. coli YidC  401 
11  pGZ119 EH  pGZ YidC S405C  E. coli YidC  405 
12  pGZ119 EH  pGZ YidC M408C  E. coli YidC  408 
13  pGZ119 EH  pGZ YidC M409C  E. coli YidC  409 
14  pGZ119 EH  pGZ YidC 423C  E. coli YidC  423 
15  pGZ119 EH  pGZ YidC F424C  E. coli YidC  424 
16  pGZ119 EH  pGZ YidC P425C  E. coli YidC  425 
17  pGZ119 EH  pGZ YidC L427C  E. coli YidC  427 
18  pGZ119 EH  pGZ YidC I428C  E. coli YidC  428 
19  pGZ119 EH  pGZ YidC Q429C  E. coli YidC  429 
20  pGZ119 EH  pGZ YidC M430C  E. coli YidC  430 
21  pGZ119 EH  pGZ YidC T474C  E. coli YidC  474 
22  pGZ119 EH  pGZ YidC M475C  E. coli YidC  475 
23  pGZ119 EH  pGZ YidC I501C  E. coli YidC  501 
24  pGZ119 EH  pGZ YidC F502C  E. coli YidC  502 
25  pGZ119 EH  pGZ YidC T503C  E. coli YidC  503 
26  pGZ119 EH  pGZ YidC V504C  E. coli YidC  504 
27  pGZ119 EH  pGZ YidC F505C  E. coli YidC  505 
28  pGZ119 EH  pGZ YidC F506C  E. coli YidC  506 
29  pGZ119 EH  pGZ YidC L507C  E. coli YidC  507 
30  pGZ119 EH  pGZ YidC W508C  E. coli YidC  508 
31  pGZ119 EH  pGZ YidC F509C  E. coli YidC  509 
32  pGZ119 EH  pGZ YidC Y517C  E. coli YidC  517 
33  pGZ119 EH  pGZ YidC S520C  E. coli YidC  520 



















Nr.  Vector   Name  Gene  Cysteine position 
1  pACYC184  pACYC YidC M18C  E. coli YidC  18 
2  pACYC184  pACYC YidC F424C  E. coli YidC  424 
3  pACYC184  pACYC YidC P425C  E. coli YidC  425 
4  pACYC184  pACYC YidC L427C  E. coli YidC  427 
5  pACYC184  pACYC YidC I428C  E. coli YidC  428 
6  pACYC184  pACYC YidC Q429C  E. coli YidC  429 
7  pACYC184  pACYC YidC M430C  E. coli YidC  430 
8  pACYC184  pACYC YidC F502C  E. coli YidC  502 
9  pACYC184  pACYC YidC T503C  E. coli YidC  503 
10  pACYC184  pACYC YidC V504C  E. coli YidC  504 
11  pACYC184  pACYC YidC F505C  E. coli YidC  505 
12  pACYC184  pACYC YidC F506C  E. coli YidC  506 
13  pACYC184  pACYC YidC L507C  E. coli YidC  507 
14  pACYC184  pACYC YidC C0  E. coli YidC  no cysteine 
Nr.  Vector   Name  Gene  Cysteine position 
1  pGZ119 EH  pGZ dYidC 427c/427c  E. coli YidC dimer  Protomer1: 427 
Protomer2: 427 
2  pGZ119 EH  pGZ dYidC 427c/C0  E. coli YidC dimer  Protomer1: 427 
Protomer2: no cysteine 
3  pGZ119 EH  pGZ dYidC C0/427c  E. coli YidC dimer  Protomer1: no cysteine 
Protomer2: 427 
4  pGZ119 EH  pGZ dYidC C0/C0  E. coli YidC dimer  no cysteine 
5  pGZ119 EH  pGZ dYidC 430c/430c  E. coli YidC dimer  Protomer1: 430 
Protomer2: 430 
6  pGZ119 EH  pGZ dYidC 430c/C0  E. coli YidC dimer  Protomer1: 430 
Protomer2: no cysteine 



















Nr.  Vector   Name  Gene  Cysteine position 
1  pMS119 EH  pMS H5 A‐12C  M13 H5 Procoat (gp8)  ‐12 
2  pMS119 EH  pMS H5 A‐10C  M13 H5 Procoat (gp8)  ‐10 
3  pMS119 EH  pMS H5 T‐9C  M13 H5 Procoat (gp8)  ‐9 
5  pMS119 EH  pMS H5 Y24C  M13 H5 Procoat (gp8)  13 
6  pMS119 EH  pMS H5 V29C  M13 H5 Procoat (gp8)  29 
7  pMS119 EH  pMS H5 V30C  M13 H5 Procoat (gp8)  30 
8  pMS119 EH  pMS H5 V31C  M13 H5 Procoat (gp8)  31 
9  pMS119 EH  pMS H5 I32C  M13 H5 Procoat (gp8)  32 
10  pMS119 EH  pMS H5 V33C  M13 H5 Procoat (gp8)  33 
11  pMS119 EH  pMS H5 G34C  M13 H5 Procoat (gp8)  34 
12  pMS119 EH  pMS H5 A35C  M13 H5 Procoat (gp8)  35 
13  pMS119 EH  pMS H5 wild type  M13 H5 Procoat (gp8)  no cysteine 
Nr.  Vector   Gene  Modificaton  Cloning 


















































Nr.  Vector   Name  Gene  Alanine position 
1  pGZ119 EH   pGZ YidC T362A  E. coli YidC  362 
Nr.  Vector   Name  Gene  Alanine position 
1  pGZ119 EH   pGZ dYidC T362A/T362A  E. coli YidC dimer  Protomer1: 362 
Protomer2: 362 
2  pGZ119 EH   pGZ dYidC T362A/C0  E. coli YidC dimer  Protomer1: 362 
Protomer2: C0 
3  pGZ119 EH   pGZ dYidC C0/T362A  E. coli YidC dimer  Protomer1: C0 
Protomer2: 362 
Nr.  Vector   Name  Gene  Serine position 
1  pGZ119 EH  pGZ YidC 5S  E. coli YidC  430, 435, 468, 
505, 509 
Nr.  Vector   Name  Gene  Serine position 
1  pGZ119 EH  pGZ dYidC 5S/5S  E. coli YidC dimer  Protomer1: 430, 435, 468, 
505, 509  Protomer2: 430, 
435, 468, 502, 509 
2  pGZ119 EH  pGZ dYidC 5S/C0  E. coli YidC dimer  Protomer1: 430, 435, 468, 
505, 509  Protomer2: C0 



















Nr.  Vector   Name  Gene  Deleted aminoacids 
1  pGZ119 EH  pGZ YidC ΔC1  E. coli YidC  399‐415 
Nr.  Vector   Name  Gene  Deletion position 
1  pGZ119 EH  pGZ dYidC ΔC1/ΔC1  E. coli YidC dimer  Protomer1: 399‐415 
Protomer2: 399‐415 
2  pGZ119 EH  pGZ dYidC ΔC1/C0  E. coli YidC dimer  Protomer1: 399‐415 
Protomer2: ‐‐ 
3  pGZ119 EH  pGZ dYidC C0/ΔC1  E. coli YidC dimer  Protomer1: ‐‐          
Protomer2: 399‐415 
Nr.  Vector   Name  Gene  Mutation position 
1  pGZ119 EH  pGZ dYidC ΔC1/5S  E. coli YidC dimer  Protomer1: Δ399‐415 
Protomer2: 430S, 435S, 
468S, 502S, 509S 
2  pGZ119 EH  pGZ dYidC 5S/ΔC1  E. coli YidC dimer  Protomer1: 430S, 435S, 
468S, 502S, 509S       
Protomer2: Δ399‐415 
3  pGZ119 EH  pGZ dYidC ΔC1/362A  E. coli YidC dimer  Protomer1: Δ399‐415       
Protomer2: T362A 


















































































































































Primer Name    Sequence          Label     Wavelength 
Tac Forward     [5`‐ 3`]: GTTGACAATTAATCATCGGCTCG  DY‐681  700nm 
Tac‐Back    [5`‐ 3`]: GGCTGAAAATCTTCTCTCATCCG  DY‐781  800nm 
IMID      [5`‐ 3`]: GCAACAGTATTTCGCGACGG   IRD‐800  800nm 
IMID2      [5`‐ 3`]: CGCTTATGTGCTGGCTGAAGGTC  IRD‐800  800nm 
IMID3      [5`‐ 3`]: CAGGCAATGCGTGAGCGTCGT  DY‐681  700nm 
T7 Forward    [5`‐ 3`]: TAATACGACTCACTATAGGG    DY‐682  700nm 




Primer Name    Sequence          Label     Wavelength 
T7 Terminator   [5`‐ 3`]: GCTAGTTATTGCTCAGCGG    DY‐781  800nm 
Universal FW    [5`‐ 3`]: GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA  DY‐781  800nm 





Tac Forward     [5`‐ 3`]: GTTGACAATTAATCATCGGCTCG   
Tac‐Back Long   [5`‐ 3`]: GTAGCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCG   
T7 Forward    [5`‐ 3`]: TAATACGACTCACTATAGGG     
















The  site directed mutagenesis was used  to delete, add or  substitute bases  in  the plasmid, 
resulting  in  respective  changes  in  the  translated  protein.  The  used  primer  pairs  were 
complementary to each other.   
Reaction table        Final volume      Final concentration 
10x Pfu Ultra II buffer (Agilent)    5µl      1x 
Primer A (10 µM)         1µl      0.2µM 
Primer B (10 µM)         1µl      0.2µM 
Template DNA        Xµl      50‐100µg/50µl   
dNTP‐Mix (10mM each, Sigma‐Aldrich)  1µl      0.2µM      
Pfu Ultra II Polymerase (Agilent)    1µl                    













The elongation  time depended on  the size of  the plasmid  (30sec per 1000bp). 1µl of DpnI 
(Thermo Fisher Scientific) was added after the reaction and incubated at 37°C for at least 3 


















Reaction table            Final volume  Final concentration 
10x Restriction buffer (Thermo Fisher Scientific /NEB)  2µl    1x 
Template DNA            Xµl         
Restriction enzyme (Thermo Fisher Scientific /NEB)  1µl         











Reaction table      Final volume                   _ 
  Agarose (Sigma‐Aldrich)    0.4g         
  1x TBE buffer (Sigma‐Aldrich)  ad to 40ml total volume   






















Reaction table        Final volume    Final concentration 
  Vector DNA          varies      20‐100ng/20µl 
  Insert DNA          1x to 5x mole of  varies 
              Vector DNA 
  10x T4 DNA Ligase buffer (Promega)   2µl      1x 
  T4 DNA Ligase  (5 Weiss U/µl) (Promega)  0.5µl      0.125 Weiss U/µl 










centrifugation  at  5000g  for  5  minutes  in  a  JA20  centrifugation  rotor.  The  cell‐pellet  was 
resuspended in 10ml TFB1 buffer (100 mM RbCl (Serva), 50 mM MnCl2 (Sigma‐Aldrich), 30 
mM KAc (Sigma‐Aldrich), 10 mM CaCl2 (Fluka), 15 % glycerol; pH 5.8) and incubated on ice for 


























2ml  overnight  culture  of  XL1  cells  containing  the  respective  plasmid  were  used  for  DNA 
isolation. The cells were grown in LB medium with antibiotics. The culture was centrifuged 
(13000rpm,  1min)  and  resuspended  in  600µl  of  1x  TE  buffer  followed  by  the  lysis, 










Sanger  chain  termination  method.  The  samples  were  labeled  using  fluorescently  labelled 
primers. 
The reaction mix for each sample: 
Reaction table        Final volume   
  Plasmid DNA          13µl         
  Thermo RX buffer (Affymetrix)    2µl         
  Sequencing primer (2pmol/µl)    1µl         
  Thermo Sequenase (4U/µl) (Affymetrix)  1.5µl       
  Total volume          17.5µl 
4µl of this mix were added to 4µl of each di‐deoxynucleosidetriphosphate (ddNTP) separately 















EDTA  (Promega),  0.1%  basic  fuchsine  (Serva),  0.01%  bromophenol  blue  (Serva),  pH9)  and 
heated for 2 minutes at 72°C before being loaded on the SDS Urea gel for separation. 
The DNA  fragments were  then  separated  by  SDS‐Urea  gel  electrophoresis  (6%  acrylamide 
(Long Ranger, Lonza), 7M urea (Sigma‐Aldrich), 1.2x TBE (107mM Tris (Sigma‐Aldich), 107mM 











complementation  assays  were  performed  using  the  pGZ119EH  plasmid  as  vector.  The 
constructs  were  expressed  in  the  YidC  depletion  strain  MK6S.  Overnight  cultures  in  LB 




agarplates  (3µl)  containing 0.2% arabinose  (positive control),  0.2% arabinose + 1mM IPTG, 






































The  cells were  pelleted  (8000g  for  10 minutes  at  4°C)  and  resuspended  in  Buffer  A  (10% 
sucrose  (Sigma‐Aldrich),  50mM  Tris,  500mM NaCl,  1mM  EDTA,  pH8)  with  the  addition  of 
DNAseI  and  0.1mM  PMSF.    Cell‐lysis  was  performed  using  a  One  Shot  cell  disruption 
instrument (Constant Systems LTD) at 1.3 kbar. The fragmented cells were centrifuged (8000g 
for  10 minutes  at  4°C)  to  precipitate  cell  debris  and  unbroken  cells.  The  supernatant was 
transferred  in  an  ultracentrifuge  tube  and  spun  down  at  140000g  for  2  hours  at  4°C  to 






outer membrane vesicles  (OMV).  The gradient  consists  of 





The  phases  were  carefully  laid  under  each  other  with  a 
syringe, starting with the lowest concentration on top. The 
gradients were stored at 4°C  for 1 hour  for  the phases  to 
stabilize. Afterwards,  the resuspended membrane vesicles 











Fig.  20:  Composition  of  a  sucrose 
gradient  before  (A)  and  after  (B)
centrifugation.  IMV:  inner 

















Nickel‐Sepharose  beads  (GE‐Healthcare)  were  prepared  by 
washing twice with 10 times of the column volume (CV) with 
buffer  C  (10%  glycerol,  50mM  Tris,  500mM  NaCl,  20mM 
imidazole,  0.03%  DDM,  pH8).  20mM  of  imidazole  (Sigma‐
Aldrich) was also added to the solubilized membranes before 




then washed with at  least 10 up  to 40 column volumes  (CV, 
amount of Ni‐Sepharose  that  settles  in  the column) of Buffer D  (10% glycerol, 50mM Tris, 



















The  eluted  protein  was  further  purified  on  a  Superdex  200  10/300  increase  column. 
Depending on the total volume of the elution fractions the protein had to be concentrated to 
a  volume  of  500µl with  Amicon® Ultra  4 ml  Filters  (Merck Millipore).  Before  loading,  the 
protein was centrifuged at 140000rpm for 15 minutes at 4°C to remove potential aggregates. 
The  size exclusion chromatography was performed at  room temperature  in Buffer G  (10% 
























LTD)  at  1.3  kbar.  The  fragmented  cells were  centrifuged  (8000g  for  10 minutes  at  4°C)  to 


































 Overnight  cultures  in  LB  (200µg/ml  ampicillin,  25µg/ml  chloramphenicol,  0.2%  arabinose, 
0.4%  glucose)  of  MK6S  cells,  harboring  plasmids  encoding  cysteine  mutants  of  YidC 
(pGZ119EH)  and H5 M13 procoat  (pMS119EH) were  inoculated  1:100  in  fresh  LB medium 

















Crosslinking agent  Final vol.  Dissolved in  Final conc.  Inc. time 
Copper phenanthroline 
(Sigma‐Aldrich)  4µl  H2O + EtOH (1:2)  1mM  10 minutes 
DTNB (Sigma‐Aldrich)  5µl  100mM in KPhos. pH 7.4  200µM  10 minutes 
Iodine (Sigma‐Aldrich)  5µl  EtOH  250µM  30 seconds 














adding  20µl  of  Zysorbin  and  incubating  for  another  hour.  Zysorbin  was  pelleted  by 
centrifugation (9000rpm for 1 minute at 4°C) and washed 2 times with TENT‐X buffer followed 
by a washing step with TEN‐buffer (150mM NaCl, 10mM Tris, 1mM EDTA, pH8) . The pellets 
were  resuspended  in  50µl  loading  buffer  with  or  without  DTT  and  heated  at  95°C  for  5 









Overnight  cultures  in  LB  (200µg/ml  ampicillin,  25µg/ml  chloramphenicol,  0.2%  arabinose, 
0.4%  glucose)  of  MK6S  cells,  harboring  plasmids  encoding  cysteine  mutants  of  YidC 
(pGZ119EH)  and H5 M13 procoat  (pMS119EH) were  inoculated  1:100  in  fresh  LB medium 




















25 mM Tris‐base, 0.01% SDS, 20% methanol  (Sigma‐Aldrich))  in an  ice box and an  inserted 
cooling coil attached to a RM20 recirculating cooling bath (LAUDA). Nitrocellulose membranes 
(Whatman Protran, 0.2 µm pore size) were used for blotting proteins. 1.5A were applied for 2 






























Overnight  cultures  in  LB  (200µg/ml  ampicillin,  25µg/ml  chloramphenicol,  0.2%  arabinose, 
0.4% glucose) of MK6S cells, harboring plasmids encoding defective mutants and controls of 
YidC (pGZ119EH) and the M13 procoat 805 wild type (pMS119EH) were washed 2 times with 
LB medium  and  then  inoculated  1:100  in  fresh  LB medium  (200µg/ml  ampicillin,  25µg/ml 
chloramphenicol, 0.4% glucose). The cells were grown under depletion conditions to an OD600 
=  0.5  at  37°C.  200µl  were  taken  and  washed  two  times  with  200µl  1x  M9  salt  mix  and 
resuspended in 200µl M9 medium (‐met). After 45 minutes at 37°C in the incubator 1 mM 













Reaction table        Final volume   
  Purified dYidC protein      100µl         
  Prescission buffer        100µl         
  Prescission protease/water (Lab stock)  5µl       








































































specific  positions.  To  screen  for  contacts  between  the  E.  coli  YidC  and  the  M13  procoat 
protein,  cysteines  were  substituted  in  different  positions  to  create  a  collection  of  single 
cysteine  mutants  that  could  easily  be  tested  in  different  combinations.  Many  of  these 
positions were already screened with other substrates like the mechanosensitive channel with 
large conductance (MscL) (Neugebauer et al. 2012), the subunit c of the F1Fo ATP‐Synthase (Yu 
et  al.  2008)  and  the  coat  protein  of  the  bacteriophage  Pf3  (Klenner  et  al.  2008).  The 
determination  of  differences  and  similarities  among  the  different  substrates  can  help  to 
understand the basics of  the  insertion process. M13 procoat and MscL also have  two TMs 














































































the other side  is efficient to allow crosslinking the two proteins  in  living cells  for at  least 3 
hours.  This  allows  crosslinking  experiments  in  vivo  without  radioactive  labeling  and  the 
attempt  to  purify  a  YidC‐substrate  complex  for  further  analysis  later  on.  The  crosslinking 















































or  the  mature  protein  (see  Tab.  19).  The  expression  of  the  tested  YidC  mutants  in  the 
crosslinking  experiments  was  tested  and  documented  on  the  respective  gels. 
Immunoprecipitation  was  performed  with  anti  YidC100  (Lab‐stock)  antibody  if  not  stated 
otherwise.  For  the  radioactive  crosslinking  experiments,  the  YidC  mutant  M18C  was 









































The  different  plasmids  showed  good  levels  of 
expression,  some  mutants  formed  dimers  even 





























Fig.  25:  Expression  of  the  H5  procoat  wild 
type with the Marker #26632 (Thermo Fisher 
Scientific).  A  cleat  band  is  shown at  approx. 
7.5  kDa.  Detection  via  phosphorimaging 








mutant,  an  alanine  in  the  leader  peptide  has  been  replaced  by 
























Fig.  27:  Position  of  the 
substituted alanine  in  the 















































Fig. 30: Strong contact sites between H5 M13 procoat A  -12C and YidC  in  the TM3 and TM5. The strong 
contacts found are located in the cytoplasmic and central oriented part of TM3 of YidC at position 423, 424, 
427 and 430. The cysteine mutant of H5 M13 procoat  is positioned towards  the cytoplasmic  leaflet of  the 

















a  cysteine.  It  is  located  slightly  below  the middle  of  the  first  TM 
towards  the  cytoplasm  (see  Fig.  31).  In  the  pulse  experiments 
crosslinking was induced by the addition of copper phenanthroline 
(see  2.9.1)  and  the  detected  contacts  are  shown  in  Fig.  32.  The 
contacts at position 424 and 427 are weak but detectable indicating 
























Fig.  31:  Position  of  the 
substituted alanine  in  the 
























































mutant.  The  contacts  are  located  within  the  TM5  of  YidC.  Samples  were 












Fig.  35:  Position  of  the
substituted  threonine  in



































the pulse experiments  crosslinking was  induced by  three different 





















(C) Contacts  found with DTNB as  crosslinking agent. Samples were  immunoprecipitated
with the YidC antibody. YidC C0 was used as negative control in most cases. Detection was









Fig.  38:  Position  of  the
substituted tyrosine in the

















































Fig.  42:  Contacts  found  with  pulse  experiments  with  the  M13  H5
procoat V29C mutant. The contacts are located within the TM3. TM5
hasn’t  been  tested  with  this  procoat  mutant.  Contacts  found  with
copper phenanthroline as crosslinking agent. Samples were  immuno‐
precipitated  with  the  YidC  antibody.  YidC  C0  was  used  as  negative











Fig.  41:  Position  of  the
substituted  valine  in  the

















in  the  cytoplasmic  parts  of  TM3 of  YidC  at  position 427.  The V29C  cysteine mutant of H5 M13 procoat  is
positioned in the middle of the transmembrane domain of the mature peptide. Blue helix: TM1 of M13 procoat,













In  this  mutant,  a  valine  at  position  30  in  the mature  part  of  the 
procoat protein has been replaced by cysteine.  It  is  located  in  the 
center of the second TM of M13 procoat (see Fig. 44). In the pulse 
experiments  crosslinking  was  induced  by  copper  phenanthroline 
(see 2.9.1). The contacts for the positions 424 and 425 in YidC are 





























Fig.  44:  Position  of  the
substituted  valine  in  the












































not  yield  a  crosslinking  product.  However,  crosslinking with  DTNB 
followed by Western blotting and immunodetection showed a clear crosslinking signal. The 
Fig.  48:  Contacts  found with  pulse  experiments with  the M13 H5  procoat V31C mutant. The 
contacts are located within the TM3 and TM5. (A) Contact sites with TM5 of YidC. Contacts found
with copper phenanthroline as crosslinking agent. (B) Contact site with TM3 of YidC. Left: Oxidation 
with  copper  phenanthroline  didn’t  yield  a  crosslinking  product.  Right:  Crosslinking  with  DTNB



















Fig.  47:  Position  of  the 
substituted  valine  in  the 


















Fig. 49: Strong contact  sites between H5 M13 procoat V31C and YidC  in  the TM5. The contacts  found are 
located in the central to periplasmic parts of TM5 of YidC at position 502, 504 and 507. The cysteine mutant of 
H5 M13 procoat is positioned in the center of the transmembrane domain of the mature peptide. Blue helix:



















copperphenanthroline.  (see  2.9.1).  In  the Western  blot  detection 
experiments  DTNB  was  used  to  induce  oxidation  (see  2.9.2).  The 















Fig.  51:  Contacts  found with pulse  experiments with  the M13 H5 procoat V33C mutant. The  contacts  are 
located within  the TM3 and TM5.  (A) Contact  found by oxidation with  iodine.    (B) Contacts  found by pulse











Fig.  50:  Position  of  the 
substituted  valine  in  the 





































M13  procoat  towards  the  cytoplasm  (see  Fig.  54).  In  the  pulse 
experiments,  crosslinking  was  induced  by  DTNB  or 


















Fig.  55:    Contacts  found  with  pulse
experiments or western blotting with the
M13  H5  procoat  G34C  mutant.  The 
contacts  are  located  within  the  TM3  of
YidC. (A) Contact found via crosslinking with 
copperphenanthroline  and  pulse  labeling.
*YidC  expressed  from  the  pACYC184












Fig.  54:  Position  of  the
substituted  glycine  in  the


































Another  interesting part  to  investigate  for substrate  interaction  is  the C1  loop that  resides 
near the membrane surface and is believed to play an important role in the protein insertion 



















































































With  the  discovery  of  the  hydrophilic  groove 
and  its  putative  important  role  in  protein 
insertion  (Kumazaki  et  al.  2014a)  it  became 
relevant to test for possible contact sites for a 
substrate.  Two  cysteine  mutants,  S13C  and 
E20C  (see  Fig.  59),  of  H5 M13  procoat  were 
selected that have their cysteines positioned in 
the loop between the two TMs. This is, due to 
its  charged  nature,  the  part  of  the  substrate 













mutants  in  the  hydrophilic  groove  crosslinking 




















No  crosslinks  were  observed  in  these  crosslinking  experiments,  indicating  that  the  tested 
mutants either do not enter the hydrophilic groove deep enough for a crosslinking reaction to 






Fig.  60:  Top  view  in  the  hydrophilic  groove  of  YidC.  The 
mutations are present in different TMs of YidC, facing into the 
groove. The different positions  for  the cysteine substitutions 
are  labeled and marked with  various  colors. Orange:  TMs of 
YidC. Figure of YidC visualized with PDB entry 3WVF in PyMol 
1.3,  the P1 domain and parts of  the TMs  including  the  loops 



































that  runs  too high  in  the gel  to be  the desired crosslinked complex.  It  could not be  reproduced  in  the o‐PDM 
experiment and is unlikely to be the desired crosslinking product. (B) Similar experiment with the H5 S13C mutant. 






















   DTNB  o‐PDM  DTNB 
R366C  negative  negative   
M369C  negative  negative   
Y370C  negative  negative   
T373C  negative    negative 
Y377C  negative    negative 
Q429C  negative  negative   
T474C  negative  negative   
M475C  negative  negative   
Y517C    negative   



































directions.  For  position  503  it  is  similar  to  the  strong  contact  at  position  507,  both  point 
towards TM4 of YidC, though 503 is located closer to the membrane core while 507 is near 
the periplasmic  leaflet. The residue at position 508 points upward towards the periplasmic 
membrane  surface  and  the  phenylalanine  at  position  509  points  into  the  top  of  the 
hydrophobic slide.  














as a preparation for  further experiments with an artificial dimeric construct  (dYidC).  It was 
constructed to analyze different aspects of the activity and functionality of YidC. Further data 
regarding  the  stoichiometry  of  the  active  insertase  were  obtained,  a  topic  that  has  been 





































































































































































































































and  dYidC  defective  mutants  and  to  compare  them  for  different  behavior  in MK6S  cells. 




As  seen  before  (see  3.2.2)  the  monomeric  mutants  were  tested  together  for  better 
comparison  of  the  complementation  capabilities  of  each  YidC  variant.  This  was  done  as 
preparation for testing the mutants in the dYidC constructs later on. 












Glucose Glucose + IPTG A B C 
D Fig. 70: Complementation assay of  the momomeric defective YidC mutants  on  LB  agar  plates  in  E.  coli  MK6S  cells.  Cells  were 
transformed with YidC mutants encoded on the pGZ119 EH plasmid. 
(A)  Control  plate  containing  0.2%  arabinose,  allowing  the 
chromosomal YidC to be expressed resulting in normal cell growth. (B) 
Control plate containing 0.2% glucose, restricting the expression of the 
chromosomal  YidC,  leading  to  no  growth without  a  functional  YidC 
substitute.    (C)  Glucose  and  IPTG  plate  for  testing  the  different 



















































Detection  via  Western  blot  showed  that  all  the  tested  mutants  were  expressed  in  YidC‐







































Glucose Glucose + IPTG A B C 
Fig. 73: Complementation assay of the double defective dYidC mutants on LB agar plates in E. coli MK6S cells. 
Cells were transformed with dYidC mutants encoded on the pGZ119 EH plasmid. (A) Control plate containing 0.2% 
arabinose,  allowing  the  chromosomal  YidC  to  be  expressed  resulting  in  normal  cell  growth.  (B)  Control  plate
containing  0.2%  glucose,  restricting  the  expression  of  the  chromosomal  YidC,  leading  to  no  growth without  a
functional  dYidC  substitute.    (C)  Glucose  and  IPTG  plate  for  testing  the  different  dYidC  mutants  on  their



















































































Marker  PageRuler  Broad  Range  #26630  (Thermo  Fisher  Scientific).  Samples  were 














Both  proteins  were  further  purified  by  a  size  exclusion 





Acetamido)iminodiacetic  acid),  300mM  NaCl,  0.02%DDM,  0.01%  Cymal6  (6‐Cyclohexyl‐1‐
Hexyl‐β‐D‐Maltoside), pH6) to determine the size of the purified proteins (see Tab. 31). The 
BIO‐RAD standard 
kDa log(kDa) ml 
670 2,82607 7,87606 
158 2,19866 10,40385 
44 1,64345 13,57023 
17 1,23045 15,61907 























resulting  formula  y  =  ‐0,235x  +  4.7214  with  a  R2  =  0,97452  was  used  to  calculate  the 
approximate size of the purified proteins in kDa.  
The  SEC  was  performed  with  buffer  G  at  a  flowrate  of  0.4  ml/min.  Protein  content  was 
measured at 280nm absorbance. Elution fractions of 0.5 ml were collected and 10 µl of each 
fraction of interest were analyzed on a 10% SDS gel followed by Coomassie staining.  YidC C0 






























Both  purifications  were  analyzed  by  normalizing  the  280nm  absorption  data  in  Origin 
(OriginPro 2015G) and comparing  the results  for both proteins. An overlay of both elution 



















analysis  of  a  crosslinked  dYidC‐M13  procoat  complex.  To  achieve  this,  DTNB was  used  as 
crosslinking agent during cell growth and induction (see 3.1.1). 
MK6S  cells  were  transformed  with  the  H5  procoat  mutant  33C  and  the  dYidC  mutants 
427C/427C, 427C/C0 and C0/427C. For control purposes the YidC monomer mutant 427C and 




































Fig.  81:  Crosslinking of  the dYidC  constructs with H5 procoat 33C. Four bands  are observed  for  the 427C/427C 
mutant, the topmost being the double crosslinked dYidC followed by the two single crosslinked bands and the lowest 
non‐crosslinked dYidC. In case of the 427C/C0 and C0/427C mutants only two bands can be observed, the crosslinked 


































































the  YidC  mutant  ΔC1  showed  an  accumulation  of  procoat  and  thus  a  strongly  reduced 
insertion  of M13  procoat wild  type  into  the  inner  cell membrane.  In  addition,  the  T362A 




















for  the  experiment.  All  samples  were  pulsed  under  arabinose  and  glucose  conditions.  The  dYidC  is  capable  of
substrate insertion, shown by the processed M13 coat protein. The insertion efficiency is at the same level as for the


















M13 procoat  protein  (see  Fig.  85).  Compared  to  the  experiment  in  Fig.  84  the  amount  of 
remaining unprocessed M13 procoat is higher. The negative control in Fig. 84 also shows small 
amounts  of  processed M13  procoat  protein.  A  possibility  could  be minuscule  amounts  of 
residual chromosomal YidC that were present after the three hour depletion phase. On the 

















insert  the  M13  procoat  protein.  Different  combinations  were  constructed  for  functional 
complementation between the defective protomers. Here different defective mutants were 
also combined  in  the dYidC  to  test  for possible growth restoring effects, which would also 
indicate interaction of the protomers with each other.  
Fig.  85:  Insertion  of  M13  procoat  wild  type  with  the  single  defective  dYidC
mutants. (A) ΔC1 single defective mutants that show a similar level of insertion as
the  C0/C0  control.  The  negative  control  shows  almost  no  insertion.  (B)  T362A 


















The  ΔC1/ΔC1  and  T362A/T362A mutants  show  strongly  reduced  insertion  and  processing 
indicating impaired insertion functionality (see Fig. 86). While the T362A monomer inserted 
M13  procoat  at  a  reduced  rate  (Fig.  83),  the  dYidC  variant  harboring  this mutant  in  both 
protomers shows a much stronger inhibition. The 5S double defective mutant showed high 
activity, almost at the level of the positive control.  






and  ΔC1/T362A.  Even  though  no  tested  mutants  were  able  to  insert  the  M13  procoat 


















One  possibility  that  could  explain  the  insertion  in  the  negative  control  is  that  residual 
chromosomally‐encoded YidC molecules were still present due to incomplete depletion of the 
cells. This could be caused by either a leaky promotor or by too short depletion times prior to 








tested  mutants  showed  reduced  activity  compared  to  the  positive  control  dYidC  C0/C0.  The  negative 
control shows higher levels of inhibition than the tested mutants. The coat protein for the 5S/ ΔC1 mutant 
had a much higher expression than the rest and a lot more processed coat than procoat. Samples were 
















Boy  and  Koch  2009,  Kumazaki  et  al.  2014a/2014b,  Shimokawa‐Chiba  et  al.  2015)  but  not 


























structural analysis  (see 3.2.5).  The size exclusion chromatography  (SEC) profiles  (see 3.2.5) 












































Fig.  88:  dYidC with  two detergent micelles. A micelle  forms
around  the  hydrophobic  core  of  each  protomer.  Blue:


















of  reducing  agents,  like  DTT.  The  disulfide  bonds  are maintained  in  the  complex  and  the 






























must  occur  during  the  insertion  process.  Already  inserted M13  procoat  can  no  longer  be 
crosslinked to YidC, which makes the addition of the crosslinking agent at an early stage of the 
expression necessary. Here data are provided, that show how the oxidation‐mediating agent 
DTNB  can be used over  longer periods  (3  to 4.5 h)  in  vivo  to obtain protein  complexes  in 
amounts suitable for biochemical analysis.  
YidC and its artificial dimer are membrane bound proteins and the tested cysteine residues 
are deeply buried  inside  the bilayer of  the cell according  to  the published structure of  the 
protein by Kumazaki  et  al.  (2014b). M13 procoat  is  also membrane bound even after  it  is 





















Tab.  32)  show,  that  none  of  tested  mutants  can 
complement  in  depleted  MK6S  cells  albeit  being 
expressed at  sufficient  levels. The way  these mutants 
are impaired in their functionality is very different.  
The YidC ΔC1 deletion mutant shows neither successful 





is  located relatively close  to  the cytoplasmic membrane surface. Other confirmed contacts 
might not be accessible for the substrate with the deletion in the C1 loop or at least show a 
much weaker  interaction  signal.  The  insertion model published by Kumazaki et al.  (2014a) 
stated an important role of the C1 loop during insertion and Chen et al. (2014) showed that a 
deletion of the second half of the loop leads to inhibition of insertion for a Procoat‐Lep fusion 
protein.  Here,  these  results  were  confirmed  with  the  wildtype  form  of  the M13  procoat 
protein. The C1 deletion might only allow binding to the parts of the hydrophobic slide closer 
to the cytoplasm but no further interaction with YidC. Crosslinking experiments with cysteines 
positioned more  towards  the  periplasm  in  the  TM3  or  TM5  of  YidC  could  provide  further 
insight into this matter.  








and  insertion  experiments  with  YidC 





mutant  stably.  It  was  concluded,  that  no  conformational  issue  leads  to  the  lack  of 
functionality.  Here,  this  observation  was  confirmed.  The  reason  why  the  T362A  mutant 
impairs YidC  is not known yet,  though  its position  indicates an  influence  in the hydrophilic 
groove  itself.  Replacing  a  hydrophilic  threonine  with  a  slightly  hydrophobic  alanine  could 
influence the groove to a yet unknown extent. The insertion of M13 procoat is reduced but 
not  abolished  indicating  that  the  insertion  function  is  influenced  by  the  mutation.  Other 
substrates of YidC were also  inserted  in a reduced manner or completely abolished, which 
could explain the inability to complement in E. coli cells. Further details are discussed in 4.1.4.2 







With  the  data  gained  from  the  monomeric  defective  YidC 




defective  mutant  (see  Tab.  33)  still  led  to  full 
complementation  in  most  cases.  One  exception  was  the 
5S/C0  mutant  that  did  not  complement  even  with  one 
functional  protomer  in  the  second  position.  The  C0/5S 
mutant,  however,  complemented  at  the  same  level  as  the 
cysteine‐free  C0/C0  mutant.  The  other  defective  mutants, 









































conformational  issues  that originate  in  the  relatively  short  linker  (see Fig.  89).  The  second 
protomer might not be flexible enough due to its very close position to the first, which could 
result in a lack of mobility in the membrane. The results from the 5S dYidC constructs strongly 

















































dissociate.  Either  way,  essential  substrates  that  require  YidC  and  the  Sec  translocon  for 
insertion, like the subunit a of the F1Fo ATPase (Kol et al. 2009) might no longer be inserted, 






















From  these  results,  it  can  be  concluded  that  one 
intact  YidC  in  either protomer  suffices  for proper 
insertion of the M13 procoat protein in vivo. Further 
experiments with other YidC‐only substrates like Pf3 
coat or  subunit  c of  the F1Fo‐ATPase might  lead  to 
different results. An approach to further investigate 
the  impairing effect of  the defective  YidC mutants 
would  be  the  mutation  of  cysteines  into  the 
functional and double defective dYidC mutants and 
into  M13  procoat.  Since  several  contact  sites  are 
known,  from  the  crosslinking  studies  (see  4.2),  it 




that  would  indicate  differences  in  the  mechanism  of  the  insertion  due  to  the  protomer 
position inside the dimer. These experiments should be performed with the in vivo crosslinking 
































also  indicates  that  different  mutations  in  YidC  should  also  have  different  effects  on  the 










stably  expressed  (Wickles  et  al.  2014).  It  is  debatable  if  the  T362A  substitution  interferes 
enough with the general structure of YidC to destabilize the hydrophilic groove or even disrupt 

















insertion  capability  in  both  protomers.  This  leads  to  the  conclusion  that  an  essential 
interaction,  most  likely  with  another  associated  insertion/translocation  machinery,  is  the 
cause  of  the  decline  in  growth  overnight.  A  possible  influence  on  the  cell  growth  is  the 
aforementioned interaction with the Sec translocon, which might be abolished when the 5S 
mutant  is  located  in the first protomer (see 4.1.4.2). Essential substrates that require both 
machineries in cooperation for proper insertion would still be present in the cells over a longer 























































(Kumazaki et al. 2014b,  see Fig. 90)  it  can be concluded that one  functional groove  is also 
sufficient  to  facilitate  insertion.  The  results  from  the  complementation  and  the  insertion 
studies with the dYidC also support these conclusions. One functional protomer is sufficient 
to allow cell growth and to insert M13 procoat. The 5S mutant and its dYidC constructs were 
fully  functional  for  M13  procoat  insertion.  Taken  together,  the  results  from  the 












































































The  discovered  contact  sites  from  the  radio‐active  crosslinking  experiments  with  copper 
phenanthroline are dis‐cussed here. The results strongly indicate the important role of TM3 
















also  a  flexibility  in  this  region  of  TM3  during  the  insertion  process.  Interestingly,  in  the 
published structure (Kumazaki et al. 2014b) the strongest interactions in TM3, position 424 
and 427, are facing out toward the cytoplasmic lipid leaflet of the membrane. This indicates 
that  TM3 has  to  adjust  its  conformation  and  rotate  itself.  This  could  be  promoted  by  the 
contact with the M13 procoat protein, which might initiate these changes.   
Another  interesting observation  is  the broad  range of M13 procoat  cysteine mutants  that 
contact  residues 424 and 427  in YidC. The L427C mutant  is particularly  interesting  since  it 
   M18C  F424C  P425C  L427C  I428C  Q429C  M430C 
H5 A‐12C    ++    ++      + 
H5 A‐10C    +    +      + 
H5 T‐9C               
H5 Y24C        +       
H5 V29C    +    ++  ‐  ‐  ‐ 
H5 V30C  ++  ‐  ‐  ++      + 
H5 V31C        ‐      ‐ 
H5 I32C    ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐ 
H5 V33C    ++    ++      + 
H5 G34C        ++  +    ‐ 
H5 A35C        ++  ++  +  ‐ 


















TM2. This broad contact  range suggests  that  the substrate  slides along  this  residue during 
insertion,  allowing  interaction with a number of  residues within TM3 of  YidC.  In  TM5,  the 
signals were less prominent and a lot more diverse around the helix (see Fig. 92). The strongest 
signals were found fo r position 502, 504, 505, and 507. According to the structure (Kumazaki 
   I501C F502C T503C  V504C F505C  L507C W508C F509C 
H5 A‐12C    +    +  +  +     
H5 A‐10C    ‐    ++  +  ++    ‐ 
H5 T‐9C        ++  ++       
H5 Y24C    ‐    +  ‐  ‐  +  + 
H5 V29C                 
H5 V30C  ++  ‐  ‐  ++  +  ++     
H5 V31C    ++  +  ++  +  ++     
H5 I32C    ‐    ‐  +       
H5 V33C    ‐    ‐  +       
H5 G34C    ‐    ‐         
H5 A35C    ‐    ‐         
Tab. 36: Overview of the crosslinking experiments with M13 procoat and TM5 of YidC.















facing out  of  the  gate.  Residue 509  is  oriented 
directly into the gate, although at the periplasmic 
side.  
It  has  been  shown  that  YidC  goes  through 
conformational changes in its TM region and P1 
domain  when  a  substrate,  e.g.  Pf3  coat,  binds 




















Fig.  93:  Top  view  into  the  YidC  TMs  with  the 
marked  contact  sites  in  TM3  and  TM5.  The 
orientation  of  the  residues  in  the  TMs  indicate,
that during  insertion a degree of  flexibility must
be present to allow all these contacts. Red: TM3
of  YidC,  orange:  TM5  of  YidC,  variously  colored 
amino acids: contact sites of M13 procoat. Figure
of the gate of YidC created with PDB entry 3WVF























behavior  in  this  regard by  also not  contacting  residues 32  to 35  in  the  cytoplasmic  leaflet 
region of M13 procoat. This would support the model of “sliding” along the hydrophobic slide 
of YidC during insertion until the loop of M13 procoat can leave the hydrophilic groove. This 
would  not  require  the  TM  regions  near  the  cytoplasm  of  M13  procoat  to  contact  the 
periplasmic positioned parts of the gate. 
Residue  505  of  YidC  contacts  position  33  in  M13  procoat  despite  being  positioned more 
towards the periplasm than residue 504 in the hydrophobic slide. However, current data for 
















   F424C  L427C  W508C F509C 
Y24C     DTNB  Iodine  Iodine 
V33C  Iodine/DNTB  Iodine       
Tab.  37:.Overview  of  the  crosslinking  experiments  with  different  crosslinking
agents. The table shows the contacts that were detectable with different crosslinking
agents aside of copper phenanthroline. Columns: YidC cysteine mutants. Rows: H5









longer  time  to  form  the  protein‐protein  complexes.  Copper  phenanthroline  almost 
immediately stops cell growth when added to the culture (see 3.1.1) and the long oxidation 
time  together with  the disrupted cells  could  lead  to different  results  if  compared to other 
crosslinking agents. Iodine could be a good candidate for additional testing of YidC‐substrate 
interactions in the future. DTNB was already used in this study for complex purification and 







Klenner & Kuhn  (2012)  used  three different  cysteine mutants of  Pf3  coat  to map YidC  for 
contact sites via in vivo crosslinking. These cysteines are positioned near the cytoplasm (V33C), 
in the center of the TM (V28C) or near the periplasm (G24C) of the inner cell membrane (see 
Fig.  94).  However,  Klenner  et  al.  (2008)  crosslinked  Pf3  coat  and  YidC  only with  cysteines 
placed in similar regions of both proteins. Therefore, no data exists of possible contact sites 
between residues of YidC and Pf3 coat that are located in different membrane regions in their 
post‐insertion  conformations.  Therefore,  the  current  insertion  model  of  the  substrate 
“sliding” along the hydrophobic slide during insertion is not conclusive by the available data 











with  the here  reported data  the cysteine mutants  in  the middle of  the TMs of MscL were 
capable  to  contact  YidC  near  the  periplasmic  leaflet  at  position  505.  However,  further 
crosslinking  experiments  are  needed  for  MscL  and  YidC  to  get  a  better  overview  and  to 
compare it thoroughly to M13 procoat protein. Even though the wild type of MscL is inserted 
in a strictly YidC dependent manner it was shown that it also contacts SecY to some extent.  
However,  procoat  mutants  with 
additional  negative  charges  in  the 
periplasmic  loop  became  SecYE  and 
YidC  dependent  for  insertion.  It  has 
been  shown  in  the  past  that  YidC  and 
SecY  are  often  associated  with  each 
other (Scotti et al. 2000) and newer data 
suggests a very close binding of YidC to 
the  Sec  translocon  (Sachelaru  et  al. 
2017),  where  the  presence  of  YidC 
influences  the structure of  the pore of 
the  SecY  channel.  This  close  proximity 










“slide”  into  the  YidC  (Kumazaki  et  al.  2014a).  However,  the  C1  region  is  also  very  flexible 
Fig. 94: Utilized  cysteine mutants  in Pf3  coat and MscL  for
crosslinking  with  YidC  by  Klenner  and  Kuhn  (2012)  and
























































































groove  could  therefore  be  difficult  since  the  agent  would  have  to  replace  several  water 













binding  to  potential  substrates.  It was  found  that  the  tested  positions  that  are  inside  the 






















another  possibility  for  the  missing  interaction  between  the  hydrophilic  groove  and  M13 
procoat is that the hydrophilic groove might interact in a different way with the substrates 
during  the  insertion  process  in  E.  coli  compared  to  B.  halodurans.  During  insertion,  M13 




at  all  and  that  the  hydrophobic  slide  suffices,  at  least  for  the  tested  substrates.  Another 
possibility is that the loop itself, due to the insertion being a fast process (Winterfeld et al. 











a  pulse,  the  contacts  are  followed  during  the  synthesis  of  the  proteins  whereas  the 

















   423C F424C  P425C  L427C  I428C  Q429C  M430C  F502C V504C F505C  L507C 
H5 A‐12C  ++  ++  ‐  ++  +  ‐  ++  ‐  ‐  ‐  ‐ 
H5 A‐10C    ‐    ++      ++  ‐  ‐  ‐  ‐ 
H5 Y24C    ‐    ‐        ‐  ‐     
H5 V30C    ‐    ‐      ++  ‐  ‐     
H5 V31C    ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐     
H5 I32C    ‐  ‐  ++  ‐  ‐  +  ‐  ‐     
H5 V33C    ++    ++      +  ‐  ‐     
H5 G34C    ‐    ‐      +  ‐  ‐     











of  YidC  to  map  the  flexibility  and  proximity  of  the  TMs  of  the  protease  to  each  other. 






This  indicates that there  is a  limit on how deep inside YidC DTNB can have an effect, most 
likely due to a lack of accessibility. The results from Wickles et al. (2014) are consistent with 




experiments  performed  here  with  copper  phenanthroline.  This  indicates  that  the  longer 
oxidation and growth time is not what causes the lack of signals in this region of YidC. DTNB 























experiments  with  other  crosslinking 
agents, where residue 427 showed the 
strongest  and diverse  contacts  to M13 
procoat  while  M430C  showed  less 
signals.  For  the  423C mutant  only  one 







both  methods,  the  residues  that  are 
generally contacted by M13 procoat are 









Fig.  96:  Helix  projection  of  TM3  of  YidC  for  the  DTNB
crosslinking approach. The projection does not represent an
ideal helix and the positions of the residues are taken from
the  crystal  structure  of  YidC  resembling  their  respective
positions. The residues that crosslinked to M13 procoat with
DTNB  and  detected  via  immunoblotting  are marked.  Dark








is  found  in  the  inner  membrane  of  mitochondria  and  Alb3  facilitates  the  insertion  of 
membrane  proteins  in  the  thylakoid membranes  of  chloroplasts  (Wang  and  Dalbey  2011, 
Hennon et al. 2015). An archaeal homologue was  found  in M.  jannaschii showing that  this 
insertase family is present in all domains of life (Dalbey and Kuhn 2015). The insertase family 
shares  a  structural  feature  that  is  conserved  among  all  discovered  members.  This  is  a 






the  major  capsid  protein  of  the  M13  bacteriophage,  via  the  YidC‐only  pathway  and  the 
oligomeric state of the active YidC.  
The analysis of  interactions between YidC and M13 procoat was performed via radioactive 
disulfide  crosslinking mainly  using  copper  phenanthroline  as  oxidizing  agent. M13 procoat 
contacts  YidC  extensively  in  TM3  and  TM5.  The  observed  contacts  suggest  that  the M13 
procoat  substrate  “slides”  along  TM3  and  TM5  of  the  insertase.  Additional  crosslinking 
experiments with the hydrophilic groove and the C1 loop of YidC were also performed to test 
their  importance  during  the  insertion  process.  A  contact  was  found  in  the  C1  loop  that 
indicates a role in the insertion process, which is consistent with the proposed insertion model 
from Kumazaki et al. (2014a).  
Parallel  to  the  radioactive  disulfide  crosslinking,  a  protocol  using  DTNB  (Bis(3‐carboxy‐4‐
nitrophenyl)  disulfide,  Ellman’s  reagent)  as  the  oxidizing  reagent  and  Western  blot  for 











in  vivo.  For  further analysis of  the dYidC  three  functionally defective YidC mutants,  T362A 
(Wickles et al. 2014), ΔC1 (Chen et al. 2014) and the 5S YidC mutant, were tested for their 
complementation and insertion capability. All three mutants were not able to complement 
under  YidC  depletion  conditions.  These  mutants  were  then  cloned  in  either  one  or  both 
protomers of the dYidC. Complementation and insertion assays with these dYidC constructs 
show that in general one active protomer suffices to uphold cell viability and to facilitate the 
































M13  Procoat  entlang  der  hydrophoben  „Rutsche“  in  YidC  hin.  Zusätzlich  durchgeführte 
Crosslinkingexperimente wurden in der hydrophilen Kavität und mit der C1 Schlaufe von YidC 
durchgeführt.  Ein  gefundener  Kontakt  auf  der  C1  Schlaufe  zeigt,  dass  diese  eine  Rolle  im 





















Depletionsbedingungen  zu  ermöglichen  und  wurden  nachfolgend  in  eines  oder  in  beide 
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